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skupina bakterij Haemophilus spp., Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella 
corrodens in Kingella kingae 




lokaliziran agresivni parodontitis 
gojišče Luria-Bertani 
lokaliziran juvenilni parodontitis 
lipopolisaharid 
levkotoksin 
mikro ribonukleinska kislina  
masna spektrometrija 
membranski vezikli 
natrijev dodecilsulfat poliakrilamidni gel (ang. Sodium Dodecyl 
Sulphate Polyacrilamide gel electrophoresis) 
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N-terminalna nukleotidna vezavna domena 
agaroza z nitrilotriacetatno kislino in vezanim dvovalentim 
niklejevim ionom 
poliakrilamidna gelska elektroforeza 
s patogeni povezani molekulski vzorci (ang. Pathogen associated 
molecular patterns) 
verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase chain reaction) 
receptorji za prepoznavanje vzorcev (ang. Pattern recognition 
receptor) 
receptorski aktivator jedrni kappa-B ligand (ang. Receptor activator 
of nuclear factor kappa-Β ligand) 
RNA vezavni proteini (ang. RNA-binding protein) 




reaktivne kisikove zvrsti 
C-terminalna domena, ki veže substrat 
pufer sestavljen iz baze Tris, borove kisline in EDTA 
T celica pomagalka 
tolični receptor (ang. Toll-Like Receptors) 
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 OPREDELITEV PROBLEMA 1.1
 
Parodontalna bolezen je kronična vnetna bolezen obzobnih tkiv, ki lahko vodi v izgubo 
prizadetih zob. Bolezen je pogosta in po predvidevanjih v različnih oblikah prizadene do 
90 % svetovnega prebivalstva, zaradi česar je poznavanje poteka in razvoja bolezni zelo 
pomembno (Raja in sod., 2014). Parodontitis povzročajo kompleksne interakcije med 
bakterijami in gostiteljem. Bakterija Aggregatibacter actinomycetemcomitans je glavni 
povzročitelj lokaliziranega agresivnega parodontitisa (LAP). Pri tej bolezni pride do 
hitrega uničenja tkiva in se pojavi že v zgodnjem življenjskem obdobju (Fine in sod., 
2006). Predvidevamo, da sevi te bakterije v zobnih oblogah izločajo protein, ki z vezikli 
vstopa v celice dlesni. V gostiteljski celici bakterijski protein predvidoma reagira z 
gostiteljevo mRNA. Interakcija RNA-protein ima ključno vlogo pri sintezi proteinov, kar 
vodi v spremembo delovanja sesalskih celic. Miha Škalič je v svojem magistrskem delu 
(2016) integriral biološke podatke v napovedni model ter predvidel 8 proteinov, ki se v 
veziklih izločajo iz bakterije A. actinomycetemcomitans in se specifično vežejo z RNA. 
Eksperimentalno ta napoved še ni bila potrjena (Škalič, 2016).  
 
1.2 CILJI NALOGE 
 
- Izolacija rekombinantnih proteinov DnaK, HU, YjgF in Pnp bakterije A. 
actinomycetemomitans. 
- Analiza interakcije rekombinantnih proteinov DnaK, HU, YjgF ali Pnp z 




- Izbrani rekombinantni proteini bakterije A. actinomycetemcomitans bodo 
sintetizirani kot topni proteini. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NORMALNA FLORA USTNE VOTLINE 
 
Ustna votlina človeka je bivališče velikemu številu mikroorganizmov. V njej se nahaja več 
različnih habitatov, kot so ustna sluznica, jezik, slina in zobje, ki omogočajo rast 
bakterijam. Zaradi tega je mikrobna združba v ustni votlini zelo raznolika (Marsh in sod., 
2009). Površine, bogate s hranili, ustrezna temperatura in vlaga vodijo v nastanek 
bakterijskih biofilmov. Biofilmi so skupki celic, pritrjeni na trdno površino, in so zaščiteni 
s slojem predvsem zunajceličnih produktov. Bakterije se obdajo z ekstracelularnim 
matriksom, ki je sestavljen v glavnem iz vode (do 90 %) in polisaharidov ter drugih 
makromolekul. Biofilm jim nudi ugodno mikrookolje za rast, saj celice ščiti pred 
neugodnimi okoljskimi dejavniki, dovaja hranila in odvaja produkte metabolizma 
(Flemming in Wingender, 2010).  
 
Normalna flora ustne votline se vzpostavi postopoma, skozi različna obdobja človeškega 
življenja. Ob rojstvu imajo novorojenčki ustno votlino sterilno. Po nekaj urah jo naselijo 
prve aerobne bakterije. Te bakterije prevladujejo do izrastja prvih mlečnih zob, ko se zopet 
spremeni sestava mikrobne združbe. Po izrastju stalnih zob pa se v gingivalne žepe naselijo 
tudi anaerobne bakterije, katerih delež je v zdravi ustni votlini manjši od 1 % celotne 
mikrobne flore. Na starost se zopet vzpostavi mikrobna flora, ki je zelo podobna flori iz 
zgodnjega otroštva (Marsh in sod., 2009). 
 
2.2 PARODONTALNA BOLEZEN 
 
Parodontalne bolezni, znane kot gingivitis in parodontitis, prizadenejo do 90 % svetovnega 
prebivalstva. Spadajo v družino bolezni mehkih in trdih tkiv, ki vključujejo kompleksne 
interakcije med gostiteljem in bakterijami. Izraz parodontalna bolezen opisuje spekter 
vnetnih stanj. Gingivitis je vnetni odziv na kopičenje zobnih oblog na robu dlesni / gingive 
(Cheng in sod., 2017). To stanje je reverzibilno in ga lahko pozdravimo z ustrezno ustno 
higieno. Gingivitis ne vodi nujno k parodontitisu (Han in Wang, 2013). Parodontitis se 
razvije, kadar pride do selektivne prevlade patogenih mikroorganizmov (Slika 1). Nastala 
skupnost mikrobov vključuje člane, ki se izognejo imunskemu odzivu, in komenzalne 
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Slika 1: Primerjava zdravega obzobnega tkiva (leva stran) ter tkiva s parodontitisom (desna stran). Bakterije 
ustvarijo biofilm na robu dlesni. Na tem mestu se začne kopičiti tudi zobni kamen. Dlesen se na tem mestu 
loči od koreninske površine in tvori parodontalni žep, ki je anaeroben/mikroaerofilen in omogoča nadaljnjo 
širitev in razvoj subgingivalnega plaka. Gostitelj se na vnetje odzove z imunskim odzivom. Kliničen način 
preverjanja izgube pritrditve je analiza oddaljenosti vidne sklenine od baze parodontalnega žepa in se meri s 
parodontalno sondo (Cheng in sod., 2017).  
 
Poleg patogenih bakterij k bolezni prispevajo tudi dejavniki okolja in genetska 
predispozicija gostitelja. Tveganje za razvoj bolezni se poveča s kajenjem, z uporabo 
določenih zdravil, zobnih vsadkov, neustreznih plomb, tekom nosečnosti, neustrezni ustni 
higieni in uporabi hormonske kontracepcije. Prav tako je pomembno zdravstveno stanje 
osebe. Bolezni, ki oslabijo imunski sistem gostitelja, povečajo tveganje za nastanek 
parodontalne bolezni (Vargas Segura in sod., 2015). Preprečevanje nastanka in razvoja 
bolezni se doseže z vsakodnevno ustrezno ustno higieno in profesionalno odstranitvijo 
mikrobnega biofilma na zobeh (Pihlstrom in sod., 2005) 
 
2.3 MIKROORGANIZMI, ODGOVORNI ZA NASTANEK PARODONTALNE 
BOLEZNI 
  
Klinična izguba pritrditve lahko sega do 12 mm globoko. To anaerobno območje lahko 
vsebuje do 108 raznovrstnih bakterij (Wade, 2013). Najprej so bili mnenja, da bolezen 
povzročajo nespecifični biofilmi na zobeh, kasneje pa so ugotovili, da so za to krive 
specifične patogene bakterije, med katerimi prevladujejo Gram-negativne anaerobne 
bakterije Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella 
forsythia in Treponema denticola (Raja in sod., 2014).  
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Mikroorganizmi, povezani s parodontitisom, so pogosto izolirani tudi iz ustne votline 
zdravih posameznikov, čeprav v manjšem številu. Pojavi se disbioza oziroma neravnovesje 
v normalni flori ustne votline. Patogene skupnosti se ustvarijo s selekcijo, kot odziv na 
okoljske dejavnike (Marsh, 2003). Z razvojem parodontitisa pride do prehoda biofilma, v 
katerem prevladujejo Gram-pozitivne fakultativno anaerobne bakterije v skupnost, kjer 
prevladujejo obvezno anaerobne, proteolitične Gram-negativne bakterije. Virusi so pri tem 
procesu le redko proučevani, a imajo lahko pomembno vlogo pri razvoju parodontitisa. 
Homeostaza med mikrobi in gostiteljem v ustih se ohranja s stalnim nadzorom mikrobne 
združbe in nemotenim delovanjem imunskega sistema (Slots, 2007).  
 
Parodontalni patogeni se vežejo na površino celic dlesni in ustvarijo biofilm. Strukturne 
lastnosti kompleksnih polimikrobnih biofilmov in interakcije med člani skupnosti povečajo 
odpornost proti imunskemu sistemu gostitelja in antibiotikom. Poleg tega mikrobne celice 
v biofilmu aktivno spremljajo okoljske dejavnike in dinamično prilagajajo izražanje svojih 
genov in svoje lastnosti prevladujočemu okolju. Zato bakterije izražajo določene gene le 
takrat, ko je to nujno. Na primer, izražanje genov bakterijske virulence je regulirano z 
zaznavanjem sprememb v okolju, kot je količina bakterijskih signalnih molekul, spojin, ki 
izvirajo iz gostitelja, toksičnih oksidantov in železa (Richards in Melander, 2009). Ob 
tvorbi biofilma spremenijo pretok kalcija, sprostijo toksine in encime, ki interferirajo s 
signalnimi potmi gostitelja in aktivirajo njegov imunski sistem. Imunski sistem s poskusi 
uničenja bakterij poškoduje parodontalno tkivo, medtem ko biofilm ostane nepoškodovan 
(Benakanakere in Kinane, 2012). Sledi razgradnja obzobne kosti in tvorba parodontalnega 
žepa, v končni fazi pa pride do majavosti in kasnejše izgube zob (Costerton in sod., 1999).  
 
2.4 VLOGA OBRAMBNEGA SISTEMA GOSTITELJA PRI POTEKU BOLEZNI  
 
Pri razvoju in poteku parodontitisa je pomemben tako prirojen kot pridobljen imunski 
odziv gostitelja na okužbo (Cekici in sod., 2014). Prirojen imunski sistem gostitelja 
zagotavlja prvo obrambno linijo pred patogeni z odstranitvijo patogenov in nadzorovanjem 
sprožitve bolj specifičnega pridobljenega imunskega odziva. Aktiviranje vnetnega odziva 
regulira več zaščitnih faktorjev, saj lahko nepotrebno vnetje povzroči hudo poškodbo 
gostiteljskega tkiva (Nathan in Ding, 2010). Da bi prepoznali patogene, gostiteljske celice 
kodirajo receptorje za prepoznavanje vzorcev PRR (ang. Pattern recognition receptor), ki 
lahko prepoznajo ohranjene molekularne značilnosti mikroorganizma. Med PRR spadajo 
tolični receptorji TLR (ang. Toll-Like Receptors), ki jih na svoji površini izražajo bele 
krvničke in tudi celice, ki niso neposredno povezane z imunskim sistemom, kot so 
epitelijske celice. Receptorji prepoznajo s patogeni povezane molekulske vzorce PAMP 
(ang. Pathogen associated molecular patterns), kar vodi v aktivacijo ostalih celic 
imunskega sistema (Darveau, 2010).  
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Pomembno vlogo imunskega sistema ima tudi komplement. Pri parodontitisu prevladuje 
alternativna pot aktivacije komplementa (Hajishengallis in sod., 2015). Nekatere bakterije 
(npr. P.gingivalis, F. alocis, Prevotella intermedia, Treponema denticola, Tannerella 
forsythia) manipulirajo s sistemom komplementa s pomočjo vezave in/ali proteolitične 
cepitve endogenih inhibitorjev. Te strategije sprožijo protimikrobno aktivacijo 
komplementa, kar spodbudi vnetje in dovajanje nevtrofilcev v parodontalni žep (Slika 2) 
(Hajishengallis, 2014).  
 
 
Slika 2: Odziv imunskega sistema gostitelja na razvoj specifične mikrobiote, razvoja disbioze 
(Hajishengallis, 2014). 
 
Pri vnetju sodelujejo tudi ostale celice imunskega odziva, kot so makrofagi, dendritične 
celice in T limfociti. Te celice proizvajajo vnetne mediatorje, kot so kostno resorpcijski 
citokin, dejavnik tumorske nekroze TNF (ang. Tumor necrosis factor), interlevkin IL-1β in 
interlevkin IL-17. IL-17 pospeši rekonstrukcijo fagocitov in povzroči osteoklastno 
diferenciacijo monocitov (Campbell in sod., 2016). Aktivirani limfociti B in limfociti T, še 
posebej T celice pomagalke Th1 in Th17, igrajo pomembno vlogo pri patološki resorpciji 
kosti (Hajishengallis, 2014). Vnetje sproži vključevanje limfocitov v celice dlesni ter 
poveča raven citokinov in receptorskega aktivatorja jedrnega kappa-B ligand RANKL 
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stimulira osteoklastogenezo in kasnejšo resorpcijo alveolarne kosti (Silva in sod., 2015). 
Aktivirani nevtrofilci izražajo membransko vezan RANKL in lahko neposredno stimulirajo 
osteoklastogenezo, če so v zadostni bližini kosti (Hajishengallis, 2014). Nevtrofilci so 
primarno pomembni pri vzdrževanju gingivalne homeostaze. Na bakterije delujejo z 
nastajanjem reaktivnih kisikovih zvrsti ROS in sproščanjem granul, ki vsebujejo encime, ki 
toksično delujejo proti bakterijam (Silva in sod., 2015). 
 
2.5 LOKALIZIRAN AGRESIVNI PARODONTITIS 
 
Poznamo več oblik parodontalne bolezni. Zdrave posameznike najpogosteje prizadeneta 
kronični parodontitis in agresivni parodontitis. Kronični parodontitis je počasi napredujoča 
bolezen, ki se v večini pojavi pri odraslih posameznikih (Marsh in sod., 2009). Lokaliziran 
agresivni parodontitis (LAP), bolj znan kot lokaliziran juvenilni parodontitis (LJP), pa se 
bolj pogosto pojavlja pri mlajših osebah (Raja in sod., 2014). Ime izhaja iz lastnosti same 
bolezni. Uničenje tkiva je lokalizirano med prvim kočnikom in osrednjim sekalcem in se 
pojavi že v zgodnjem življenjskem obdobju. Izraz agresivni je dodan, ker se uničenje kosti 
in tkiv zgodi še posebej hitro v primerjavi z ostalimi oblikami parodontalne bolezni. Glavni 
povzročitelj lokaliziranega parodontitisa je bakterija A. actinomycetemcomitans (Fine in 
sod., 2006) 
 
2.6 BAKTERIJA AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS 
 
Bakterijo A. actinomycetemcomitans je prvič izoliral Klinger leta 1912 iz actinomikotnih 
lezij človeka. Je Gram-negativni, fakultativni anaerobni kokobacil (Raja in sod., 2014). 
Bakterija je velika 0,4–0,5 µm x 1,0–1,5 µm. Ime bakterije A. actinomycetemcomitans 
izhaja iz grške besede actes, kar pomeni žarek (zaradi zvezdastih kolonij na agarskih 
medijih) in iz besede mycetes, kar pomeni gliva (saj so jo najprej uvrstili med glive), 
latinska beseda comitans pa odraža združitev Actinobacillus z Actinomycetes. Spada v 
družino Pasteurellaceae, ki vsebuje številne patogene mikroorganizme zgornje dihalne 
poti in ustne votline (Christensen in Bisgaard, 2008). Prav tako jo po patogenezi uvrščamo 
v skupino HACEK (Haemophilus spp., A. actinomycetemcomitans, Cardiobacterium 
hominis, Eikenella corrodens in Kingella kingae) (Malik in sod., 2015). Bakterija A. 
actinomycetemcomitans je oralni komenzal, sevi te bakterije so tudi oportunistični 
patogeni, saj so sposobni sinteze različnih virulenčnih faktorjev. Je eksogena bakterija, ki 
povzroča resne okužbe, prenosljive med izpostavljenimi posamezniki (Raja in sod., 2014). 
Bakterija A. actinomycetemcomitans se lahko trdno pritrdi na površine, kot so zobje in 
subgingivalne epitelijske celice. Tako v povezavi z drugimi vrstami tvori biofilme in 
kolonizira gingivalne žepke globine 5 do 7 mm. Bakterija A. actinomycetemcomitans lahko 
vdre tudi v peroralni epitelij in humane gingivalne fibroblaste. To bakteriji nudi odpornost 
na zdravljene parodontitisa (Meyer in sod., 1996). Glede na antigen O v molekuli 
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lipopolisaharida ločimo sedem serotipov bakterije (a-g). V ustni votlini se nahajajo serotipi 
a, b in c. Serotip b je zaradi levkotoksične aktivnosti povezan z lokaliziranim agresivnim 
parodontitisom (Takada in sod., 2010).  
 
Leta 1976 so Newman in sod. v svojih raziskavah prvič povezala bakterijo A. 
actinomycetemcomitans s parodontalno boleznijo pri mladostnikih (Newman in sod., 
1976). Obstaja več kliničnih dokazov, ki navajajo bakterijo A. actinomycetemcomitans kot 
povzročitelja lokaliziranega agresivnega parodontitisa. Dokazano je, da se organizem 
pogosteje pojavlja v vzorcih, pridobljenih iz oseb, ki imajo LAP, v primerjavi z zdravimi 
osebami. Ugotovljeno je bilo tudi, da imajo osebe z LAP povišano koncentracijo protiteles 
proti bakteriji A. actinomycetemcomitans (Fine in sod., 2007). Prav tako je bilo v več 
študijah pokazano, da zdravljenje oseb z LAP na način zmanjšanja števila bakterij A. 
actinomycetemcomitans na nezaznavno raven vodi v izrazito izboljšanje kliničnega 
stanja,medtem ko se klinično izboljšanje ne pojavi v primeru neuspešnega zmanjšanja 
koncentracije bakterij A. actinomycetemcomitans (Malik in sod., 2015). Tudi Schreiner in 
sod. so leta 2003 poskusili dokazati povzročitelja lokaliziranega agresivnega parodontitisa. 
Naredili so poizkus na podganah, ki je sledil Kochovim pastulatom in dokazali, da 
bakterija A. actinomycetemcomitans, izolirana iz živali z boleznijo LAP, sproži izgubo 
kosti pri zdravih živalih (Schreiner in sod., 2003).  
 
2.7 MEHANIZMI VIRULENCE 
 
Sevi bakterij A. actinomycetemcomitans imajo veliko število virulenčnih dejavnikov, ki 
sevom omogočajo kolonizacijo ustne votline, napad parodontalnega tkiva, izogib obrambi 
gostitelja in uničenje vezivnega tkiva. Adhezija na epiteljne in zobne površine je odvisna 
od prisotnosti adhezinov, kot so fimbriji, proteini zunanje membrane in zunajcelični vezikli 
ter amorfni material (Meyer in Fives-Taylor, 1994).  
 
Bakterija A. actinomycetemcomitans se pritrdi na celico gingivalnega epitelija preko 
transferinskega receptorja. Adhezija povzroči prerazporeditev aktinskih filamentov, kar 
vodi v endocitozo. Bakterija vstopi v celico z membranskimi vezikli, nekateri sevi pa ne 
potrebujejo aktinskih filamentov in se endocitoza sproži že ob sami vezavi na receptor. 
Bakterijske celice s fosfolipazo C razgradijo membranske vezikle, da se sprostijo v 
citoplazmo, kjer rastejo in se delijo. Bakterija sproži tvorbo mikrotubolov, ki ustvarijo 
membranske izrastke, preko katerih mikroorganizem z delitvijo vstopi v sosednjo celico 
(Lamont in Yilmaz, 2002). Po vstopu v celico začne sintetizirati dejavnike virulence. 
Razdelimo jih na tiste, ki modulirajo vnetje, povzročijo uničenje tkiva in zavirajo 
popravljanje tkiva (Åberg in sod., 2015). Med dejavnike virulence prištevamo 
lipopolisaharid (LPS), prisoten na bakterijski celični steni. Bakterija proizvaja levkotoksin 
(Ltx), ki je član družine toksinov RTX, družine citotoksinov, ki jih proizvajajo Gram-
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negativne bakterije. Levkotoksin se veže na celični receptor integrin in selektivno uniči 
aktivirane levkocite (Raja in sod., 2014). Citoletalni toksin (Cdt) inducira poškodbo 
genomske DNA v gostiteljski evkariontski celici preko svoje katalitske podenote, CdtB. 
Citoletalni toksin spada v družino AB-toksinov. Podenoti CdtA in CdtC (B-komponenta) 
omogočata vezavo in znotrajcelično translokacijo aktivnega CdtB (A-komponenta), ki 
povzroča poškodbe jedrne DNA (Obradović in sod., 2016).  
 
Bakterija A. actinomycetemcomitans lahko proizvaja tudi super antigene, ki imajo 
sposobnost, da povzročijo apoptozo celic T z vezavo na receptorje celic T. Prav tako 
sintetizira imunosupresivne dejavnike, izloča proteaze, ki lahko cepijo IgG protitelesa in 
proizvaja proteine, ki se vežejo na receptorje Fc. Bakterija tako prepreči imunskemu 
sistemu, da jo uniči (Raja in sod., 2014). 
 
2.8 DOMNEVNI RNA VEZAVNI PROTEINI 
 
Miha Škalič je v svojem magistrskem delu Integracija bioloških podatkov v napovedni 
model za odkrivanje molekulskih interakcij pri paradontozi (2016) integriral biološke 
podatke v napovedni model ter predvidel 8 proteinov, ki se v veziklih izločajo iz bakterije 
A. actinomycetemcomitans in se specifično vežejo na RNA (Škalič, 2016).  
 
Pri izvedbi magistrskega dela so se zanašali na posredne podatke. Ustvarili so relacijski 
graf. Eksperimentalni podatki so zajeli sekretom in diferencialno izražanje genov tekom 
rasti bakterije A. actinomycetemcomitans ter izražanje genov človeških celic ob okužbi s to 
bakterijo. Metodo zlivanja podatkov so uporabili za napovedovanje RNA (in DNA) 
vezavnih domen ter nekoliko manj zanesljivo za napovedovanje proteinov, ki se izločajo. 
Predlagali so seznam RNA vezavnih proteinov bakterije A. actinomycetemcomitans, ki se 
bi naj izločili iz bakterije v evkariontsko celico in interagirali z molekulami mRNA. Med 
temi proteini so DnaK (Hsp70), Pnp, HU in YjgF, ki smo jih uporabili pri tem delu (Škalič, 
2016).  
 
2.8.1 Protein DnaK (Hsp70) 
 
Organizmi so stalno izpostavljeni spremembam v okolju, na katere se prilagodijo, tako da 
prilagodijo profil izražanja genov. V nekaterih okoliščinah se soočajo z ekstremnimi pogoji 
in s stresom, ki vpliva na homeostazo. V času stresa so zelo pomembni proteini iz družine, 
imenovane proteini toplotnega šoka hsp (ang. Heat shock protein). Ti proteini sodelujejo 
pri stabilizaciji osnovnih celičnih procesov med stresom, tako da ohranijo vitalnost celic in 
hitro vrnitev v homeostazo. Nekateri hsp so prisotni tudi v normalnih fizioloških pogojih, v 
katerih igrajo pomembno vlogo pri pravilnem zvijanju proteinov in pri nekaterih drugih 
celičnih procesih. Takšne proteine imenujemo molekularni šaperoni (Lopez in sod., 2016).  
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Med parodontalno okužbo bakterija A. actinomycetemcomitans sintetizira proteine 
toplotnega šoka, kar ji nudi zaščito v stresnih pogojih okolja. Proteini hsp so ohranjeni 
proteini, ki so bili na podlagi njihove molekulske mase razvrščeni v pet družin, in sicer 
GroES (10 kDa), DnaJ (40 kDa), GroEL (60 kDa), DnaK (70 kDa) in HtpG (90 kDa). 
Protein Hsp70 uravnava sintezo ključnega sigma faktorja v času stresa. Veže se tudi na 
denaturirane protein bodisi za njihovo razgradnjo ali renaturacijo v kolikor niso 
ireverzibilno denaturirani (Minami in sod., 1998). Šaperon Hsp70 (bakterijski DnaK) 
sestavlja N-terminalna, ATP vezavna domena (NBD) in C-terminalna, substrat vezavna 
domena (SBD). N-terminalna domena ima ATPazno aktivnost in je ohranjena med proteini 
te družine, medtem ko C-terminalna domena razlikuje med Hsp70 različnih vrst. Protein 
Hsp70 je zmožen vezave drugih proteinov v primeru, da je ATP vezan na NBD. Ob 
nastanku ADP se spremeni konformacija SBD in vezava substrata je onemogočena. 
Košaperona DnaJ in GrpE vplivata na delovanje Hsp70 (Xu, 2018). 
 
2.8.2 Protein Pnp 
 
Protein Pnp (polinukleotidna fosforilaza) je vpleten v razgradnjo mRNA. Katalizira 
fosforilizo enoverižnih poliribonukleotidov v smeri od 3'- do 5'-konca (Szklarczyk in sod., 
2019). In vivo so pokazali, da lahko encim katalizira tudi od matrice neodvisno dodajanje 
adeninov na 3'-terminalni konec mRNA (Briani in sod., 2004) 
 
2.8.3  Protein HU  
 
DNA-vezavni protein HU je histonu podoben protein, ki veže DNA. Sposoben je oviti 
DNA, da jo stabilizira, in tako prepreči njeno denaturacijo v ekstremnih okoljskih 
razmerah (The UniProt Consortium. 2017). Pri večini Gram-negativnih vrstah, vključno z 
bakterijo A. actinomycetemcomitans, protein HU oblikuje homodimer in se nespecifično 
veže na DNA. Nedavne študije z mutiranimi proteini HU so dokazale, da lahko spremembe 
v pakiranju in zvitosti DNA povzročijo spremembe v profilu izražanja genov, kar lahko 
spremeni celično presnovo in morfologijo bakterije. Protein HU lahko vpliva na interakcijo 
RNA polimeraze na promotorska področja in tako regulira izražanje številnih genov (Paino 
in sod., 2012).  
 
2.8.4 Protein YjgF 
 
Družina proteinov YjgF (znana tudi kot družina Rid) je ohranjena v vseh kraljestvih 
organizmov. Filogenetska analiza je družino Rid razdelila v podskupine RidA (YjgF) in 
sedem drugih poddružin (Rid1 do Rid7).  
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Protein YjgF (znan tudi kot RidA ali 2-iminobutanoat / 2-iminopropanoat deaminaza) kaže 
aktivnost deaminaze in lahko pospeši sproščanje amonijaka iz reaktivnih intermediatov 
piridoksal 5'-fosfat-odvisne treonin dehidrataze (Mitchell in sod., 2019). Pri bakteriji A. 
actinomycetemcomitans inhibira translacijo (Szklarczyk in sod., 2019). 
 
2.9 SPROŠČANJE Z VEZIKLI 
 
Bakterije, arheje, glive in paraziti sproščajo membranske vezikle (MV) iz celične površine. 
Uporabljajo jih za pridobivanje hranil, zaščito pred drugimi mikrobi in zaščito pred 
imunskim sistemom gostitelja (Ellis in Kuehn, 2010). Sinteza MV igra pomembno vlogo 
pri celični fiziologiji in patogenezi mikroorganizma. Vezikle proizvajajo tako Gram-
pozitivne kot Gram-negativne bakterije. Med okužbo patogeni v gostiteljsko celico na ta 
način vnesejo virulenčne dejavnike, antigene in komunikacijske signale. Prav tako se lahko 
s spreminjanjem celične površine izognejo imunskemu sistemu gostitelja (Deatheragea in 
Cookson, 2012). 
 
Thomas Kieselbach in sod. so leta 2015 preiskovali sproščanje membranskih veziklov pri 
bakteriji A. actinomycetemcomitans. Membranski vezikli nastanejo kot posledica razpada 
majhnih odsekov zunanje membrane in inkapsulacije periplazemskih komponent. Pri 
kroničnih lokaliziranih okužbah, kot je parodontitis, MV predstavljajo pomemben vir 
vnetnih stimulantov tako lokalno kot tudi sistemsko ob vstopu v krvni obtok. Bakterija A. 
actinomycetemcomitans z MV v celice gostitelja vnaša biološko aktivne virulenčne 
faktorje, kot so citoletalni distenzijski toksin, levkotoksin, peptidoglikan vezavni 
lipoprotein (Pal) in protein GroEL. V študiji so identificirali 151 proteinov bekterije A. 
actinomycetemcomitans, ki se sproščajo z MV-ji (Kieselbach in sod., 2015).  
 
Ugotovili so, da se tudi nekateri proteini toplotnega šoka pakirajo v MV. Aktivno 
sproščanje proteinov hsp v zunajcelični prostor je bilo sprva sporno, saj ti proteini ne 
vsebujejo nobenega signala, ki bi jim omogočal sekrecijo po klasični poti ER-Golgijev 
aparat. Hsp se verjetno izvažajo z alternativnim mehanizmom, neodvisnim od poti ER-
Golgijev aparat, ki se imenuje "neklasična sekretorna pot". Glavni element za to neklasično 
sekretorno pot je, da morajo proteini preiti iz citosola v zunajcelični prostor, preko 
plazemske membrane, kar pa je termodinamsko neugodno. Hsp se vstavijo v plazemsko 
membrano, nato sledi njihovo sproščanje z zunajceličnimi vezikli (MV) (Lopez in sod., 
2016).  
 
Multhoff je leta 2007 dokazal prisotnost proteina Hsp70 na celični površini. V lipidni 
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2.10 VEZAVA RNA-PROTEIN 
 
Interakcije med RNA in proteini imajo ključno vlogo pri sintezi proteinov v celicah. Vsaka 
stopnja življenjskega cikla RNA, vključno s sintezo, zorenjem, modifikacijo, transportom 
in degradacijo RNA je nadzorovana s številnimi proteini, ki se vežejo nanjo, to so tako 
imenovani RNA vezavni proteini (RBP). RNA molekule in proteini tvorijo zelo dinamične 
ribonukleoproteinske komplekse (RNP), ki obsegajo osnovno enoto, na kateri potekajo 
posttranskripcijski dogodki. Kakršne koli napake pri funkciji in izražanju RBP ter mutacije 
v ciljnih molekulah RNA lahko prekinejo interakcijo protein-RNA in povzročijo bolezni 
človeka, kot so rak, avtoimune, metabolne in nevrološke bolezni (Jazurek in sod., 2016).  
 
Tesna regulacija izražanja genov zagotavlja, da se terminalni genski produkti (protein ali 
RNA) vzdržujejo v ravneh, ki ustrezajo celični funkciji. Kritična determinanta, ki določa 
hitrost sinteze beljakovin, je koncentracija njene kodirane mRNA. Sinteza mRNA 
vključuje uravnavanje nivoja transkripcije, procesiranje pre-mRNA in transport zrele 
mRNA v citoplazmo. Vse stopnje so skrbno nadzorovane. Prav tako so dobro regulirane 
stopnje razgradnje teh molekul. Med najbolj znanimi zaporedji, ki uravnavajo razpadanje 
mRNA v celicah sesalcev, so AU-bogati elementi (ARE), ki se nahajajo v 3'-terminalnem 
koncu neprevedenih regij številnih mRNA. Na ta zaporedja se vežejo celični dejavniki 
ARE-vezavni proteini (ARE-BP) in mikro RNA (miRNA) (Kishor in sod., 2017).  
 
Protein toplotnega šoka Hsp70 je nedavno odkriti ARE-BP. Omogoča vezavo in sproščanje 
peptidnih ligandov s pomočjo ATPazega cikla in košaperonov. Študije so pokazale, da se 
Hsp70 veže neposredno na ARE in na podobne, z uracilom bogate regije RNA, kljub temu 
da nima RNA vezavnih domen. Nadaljnje biokemijske študije kažejo, da tako N-
terminalna ATP vezavna domena kot C-terminalna peptid vezavna domena prispevata k 
stabilnosti kompleksov RNP (Kishor in sod., 2017). 
 
2.11 PREUČEVANJE VEZAVE RNA-PROTEIN 
 
Do danes so bile razvite različne genetske, biokemijske ali mikroskopske in vitro in in vivo 
metode za proučevanje vezave med proteinom in molekulo RNA. Nekatere od teh metod 
omogočajo celovito identifikacijo novih RNA vezavnih proteinov, medtem ko druge bolje 
okarakterizirajo znane ali domnevne interakcije RNA-proteinov. Razvoj visoko zmogljivih 
tehnologij, kot so afinitetna kromatografija RNA v kombinaciji z masno spektrometrijo 
(MS), proteinske mikromreže in nove generacije sekvenciranja, so znatno prispevale k 
prepoznavanju kompleksov RNP (Jazurek in sod., 2016). 
 
Metode za raziskovanje interakcij RNA-protein lahko razdelimo v dve kategoriji: metode, 
ki temeljijo na čiščenju proteina ali razreda proteinov, čemur sledi sekvenciranje na protein 
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vezanih RNA ter metode, ki temeljijo na afinitetni izolaciji RBP preko molekul RNA in 
identifikaciji izoliranih proteinov z MS (McHugh in sod., 2014).  
 
Metode iz prve kategorije temeljijo na imunoprecipitaciji proteinov RIP (ang. RNA 
immunoprecipitation protocol) in vivo. Te metode uporabljajo za protein specifična 
protitelesa, ki se vežejo na protein v kompleksu protein-RNA. RNA nato identificirajo 
tako, da jo z reverzno transkriptazo prepišejo v cDNA, pomnožijo z reakcijo PCR in 
sekvencirajo (McHugh in sod., 2014). Čiščenje proteinov v kompleksu z RNA se lahko 
izvede v fizioloških pogojih. Prednost te metode je ta, da ohrani komplekse v nativnem 
stanju, kot so prisotni v celici. Vendar imajo te metode tudi več omejitev. Da bi v obzir 
vzeli te pomisleke, je bila uvedena denaturacijska metoda. Z zamreženjem, prečnim 
povezovanjem kompleksov RNA-protein v celici ločijo in vivo interakcije z interakcijami, 
ki nastanejo v raztopini. Prevladujoča metoda za zamreženje kompleksov RNA-proteinov 
je obdelava celic z UV svetlobo, zaradi česar nastanejo kovalentne povezave med RNA in 
proteinom v celici. Po zamreženju in imunoprecipitaciji CLIP (ang. Cross-linking 
immunoprecipitation) se kompleksi RNA-proteini očistijo z uporabo strogih pogojev 
čiščenja, ki jim sledi denaturacija vseh kompleksov s segrevanjem v natrijevem 
dodecilsulfatu. Nato proteine ločijo z elektroforezo na NaDS poliakrilamidnem gelu 
(NaDS-PAGE) in iz gela ekstrahirajo prečno povezane komplekse RNA-protein, ki so 
nekaj večji od velikosti samega proteina (McHugh in sod., 2014). Glavna omejitev te 
metode je nizka učinkovitost prečnega povezovanja protein-RNA z UV. Zaradi tega je bila 
uvedena (PAR)–CLIP metoda navzkrižnega povezovanja z ribonukleozidnimi analogi, ki 
so fotoreaktivni, kot sta 4-tiouridin in 6-tiogvanozin v živih celicah. Obsevanje celic z 
ultravijolično svetlobo valovne dolžine 365 nm povzroči učinkovito zamreženje celičnih 
RNA, označenih s fotoreaktivnimi nukleozidi, s proteini (Hafner in sod., 2010). Druga 
metoda zamreženja temelji na uporabi formaldehida, vendar so potrebni alternativni 
pristopi razdruženja kompleksov RNA-protein (sečnina) (McHugh in sod., 2014). 
 
Številne novejše metode omogočajo in vitro identifikacijo povezav med proteinom in 
molekulo RNA. Slednje omogočajo boljše razumevanje fizikalno-kemijskih lastnosti 
procesov, v katere so vključeni identificirani kompleksi protein-RNA. Pristopi in vitro 
lahko temeljijo na imobilizaciji proteinov na afinitetni nosilec (Marchese in sod., 2016). S 
temi metodami lahko dokažemo interakcije RNA-protein predhodno znanih RNA vezavnih 
proteinov. Inkubaciji molekul RNA z izbranim proteinom in intenzivnemu spiranju 
nespecifično/šibko vezanih molekul RNA na protein sledi fluorescenčno označevanje s 
proteina eluiranih RNA oziroma hibridizacija označenih RNA na mikromreže v primeru 
RNA-compite (Ray in sod., 2017) ali visoko zmogljivo sekvenciranje RNA v primeru 
SEQRS in RNA-n-Seq (Campbell in sod., 2012). Kvantitativne analize RNA-MaP, HiTS-
RAP in RNA-MITOMI so sestavljene iz sinteze RNA knjižnic znotraj sekvenčne pretočne 
celice, ki ji sledi inkubacija s fluorescentno označenimi proteini in kvantifikacija 
molekularnih interakcij (Buenrostro in sod., 2014).  
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Drugi tip metod kot sondo uporabi izbrano molekulo RNA, za katero želimo identificirati 
interakcijske proteinske partnerje. S to strategijo se kompleksi RNP tvorijo in vitro ali in 
vivo. Specifična RNA je dobljena s sintezo in vitro ali z izolacijo iz celičnih izolatov. 
Imobilizirajo jo v kromatografsko matriko, kovalentno ali nekovalentno, in dodajo 
proteine, najpogosteje kar lizat celic. Nespecifično vezane proteine odstranijo z več koraki 
pranja in komplekse RNP eluirajo iz trdnega nosilca za analizo z MS. Kljub 
razpoložljivosti različnih metod je identifikacija ustreznih kompleksov protein-RNA še 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMATSKI PRIKAZ DELA 
 









































Slika 3: Shematski prikaz poteka magistrske naloge. 
Pomnožitev DNA fragmentov s 
PCR (HU, DnaK, YjgF in Pnp) 
Transformacija ligacijskih 
mešanic v kompetentne celice 
E.coli DH5α 
in izolacija plazmidov 
Aktivacija izražanja genov za 
proteine z dodatkom induktorja 
IPTG 
Transformacija ekspresijskih 
plazmidov v kompetentne celice 
E. coli BL21 
Izolacija rekombinantnih 
proteinov 
Kloniranje fragmentov DNA v 
vektor pET8c 
Izolacija celokupne RNA iz 
humanih pljučnih celic A549 
Izolacija na protein vezane RNA 
z afinitetno kromatografijo 
Merjenje triptofanske 
flourescence proteina DnaK ob 
dodatku RNA ali DNA 
Inkubacija RNA s proteinom v 
mikrocentrifugirki 
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Preglednica 1: Seznam kemikalij, uporabljenih pri magistrskem delu. 
Proizvajalec Kemikalije 
SIGMA Life Science, ZDA - 2-Merkapto-etanol 
- 5-Sulfosalicilna kislina dihidrat 
- Borova kislina 
- Glicin 
- Magnezijev klorid (MgCl2) 
- TEMED (N,N,N´,N'-Tetramethylethylenediamine) 
- Trizma® base (Tris-base) 
- Imidazol 
- IPTG 
- Etidijev bromid 
- BSA 
Merck, Nemčija - APS 
- 2-Propanol (Izopropanol) 
- 3-Natrijev-citrat-dihidrat 
- EDTA – Etilendiamintetraocetna kislina 
- Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) 
- Kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) 
- Kalijev klorid (KCl) 
- Lizocim 
- L-arabinoza 
- Natrijev hidrksid (NaOH) 
- Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) 
- Natrijev klorid (NaCl) 
- Tris-HCl 
Formedium, Velika Britanija - Agar 
Nippon Genetics Europe, Japonska - Agaroza 
LLG Labware, Nemčija - LB 
Serva, Nemčija - Amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8) 
Kemika, Hrvaška - Dikalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) 
Roche, Nemčija - Natrijev dodecil sulfat (NaDS), SOB-Medium 
Carlo Erba, Italija - Etanol (96 %, 100 %) 
Fluka, Francija - 1,4-Dithiothreitol (DTT) 
Bio-Rad, ZDA - 30 % acrylamide/bis-acrylamide, 19:1 
Thermo Fisher Scientific, ZDA - DNA Gel Loading Dye (6×) 
- GeneRuler 1 kb DNA Ladder 
- GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder 
- Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard 
- NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) 
- NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (20X) 
- SimplyBlue™ SafeStainOrange DNA Loading Dye 
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Nadaljevanje Preglednice 1: Seznam kemikalij, uporabljenih pri magistrskem delu. 
Proizvajalec Kemikalije 
 - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 
kDa 
- RiboRuler High Range RNA Ladder 
- Etidijev bromid 
- Random Hexamer Primer 
- Ni-NTA Agarose 
 
3.2.2 Pufri in raztopine 
 
Preglednica 2: Pripravljeni pufri in raztopine, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu. 
Raztopine ali pufri Sestava 
6x nanašalni pufer za gelsko elektroforezo 0,25 % (m/V) bromfenol modro, 30 % glicerol, 0,25 % 
ksilencianol v dH2O 
TBE 5,4 % (m/V) Tris baza, 2,7 % (m/V) borova kislina, 2 % 
(V/V) 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
Luria Bertanijevo gojišče (LB) 1 % (m/V) tripton, 0,5 % (m/V) kvasni ekstrakt, 1 % (m/V) 
NaCl, 15 mg/mL agar 
Rapid ligation buffer 10mM Tris-HCl (pH 7,4 at 25 °C), 50 mM KCl, 1 mM DTT, 
0,1 mM EDTA and 50 % glycerol, T4 DNA ligaza 
FastDigest Green Buffer (10X)  
Lizacijski pufer, pH 8.0 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol 
Pufer za spiranje, pH 8.0 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol 
Elucijski pufer, pH 8.0 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol 
Pufer za izolacijo proteinov 10 mL Lysis buffer, 10 μL RNaza, 10 μL Benzoaza, ½ 
tabletke proteinaznega inhibitroja, 1 μL lizocima 
Dializni pufer, pH 7.4 20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl  
NaDS elektroforezni pufer 30,3 g Tris baza, 144 g glicin, 10 g SDS 
NaDS ločevalni gel, 10 % (1 mm) 3 mL akrilamid, 5,173 mL dH2O, 1.25 mL 3 M Tris, 67 µL 
10 % NaDS, 500 µL 1,5 % APS, 10 µL 1,5 % TEMED 
NaDS nanašalni gel  0,6 mL akrilamid, 3.534 mL dH2O, 1,5 mL 3 M Tris, 60 µL 
10 % NaDS, 300 µL 1,5 % APS, 6 µL 1,5 % TEMED 
Barvilo Coomassie 0,1 % (m/V) Coomassie blue, 40 % (V/V) MeOH, 1 % (V/V) 
ocetna kislina 
5x TBE pufer, pH 8,3 54  Tris baza, 27,5 g borova kislina, 20 ml 0,5 M EDTA 
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Preglednica 3: Kompleti, ki smo jih uporabili pri magistrskem delu. 
Proizvajalec Kompleti 
Thermo Fisher Scientific, ZDA - DreamTaq Green PCR Master Mix 
- GeneJET Gel Extraction Kit 
- GeneJET PCR Purification Kit 
- GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
- DNase I, RNase-free 
- High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
QIAGEN, ZDA - RNasy Mini Kit (50) 
 
3.2.3 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 4: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri izvajanju magistrskega dela. 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Amersham Pharmacia Biotech, Velika Britanija - aparatura za agarozno elektroforezo 
Bio-Rad, ZDA - aparatura za NaDS elektroforezo 
Biostea, Golias labortehnika, Slovenija - cepilne zanke za enkratno uporabo 
Büchi, Švica - sistem za koncentriranje DNA miVac DUO 
Eppendorf, Nemčija - aparatura za PCR Mastercycler epgradient 
- centrifuga 5418 
- avtomatske pipete in nastavki 
- mikrocentrifugirke 
Fisher Scientific, ZDA - Vodna kopel: Model 215 
Gorenje, Slovenija - hladilnik +4 °C 
- mikrovalovna pečica Gorenje 
Ika, Kitajska - magnetno mešalo RCT basic 
Jasco, Italija - spektofluorometer FP-750 
Kambič, Slovenija - avtoklav 
Liebherr, Nemčija - hladilnik -20 °C 
Lab4You GmbH, Nemčija - termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 
Mettler Toledo, Švica - pH-meter SevenMulti™ 
Sanyo, Japonska - hladinlik -80 °C Ultra Low 
Sartorius, ZDA - tehtnica L420 S 
- tehtnica MC210P 
- dializna membrana (8 kDa)  
Shimadzu, Japonska - spektrofotometer Shimadzu UV-1800 
SIGMA, Nemčija - centrifuga 3-30 KS 
Sonics, ZDA - sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 
Syngene, Velika Britanija - aparatura za slikanje gelov G:BOX 
Thermo Fisher Scientific, ZDA - spektrofotometer NanoDrop 1000 
Tlos, Hrvaška - plinski gorilnik 
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3.2.4 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 5: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili v magistrskem delu. 













Preglednica 6: Antibiotiki, ki smo jih uporabili v magistrskem delu. 
Antibiotiki Delovna koncentracija Proizvajalec  
Ampicilin  100 µg/mL Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Kloramfenikol 25 µg/mL Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 
3.2.6 Bakterijski sevi in plazmidi 
 
Preglednica 7: Bakterijski sevi, plazmid in rekombinantni plazmidi, ki smo jih uporabili v magistrskem delu. 
Bakterijski sevi Lastnosti 
Escherichia coli DH5α F
–














, promotor za T7 RNA polimerazo, 6xHis sekvenca 
Rekombinantni plazmidi  
pET8c-dnaK Ap
R




, promotor za T7 RNA polimerazo, 6xHis sekvenca, gen za protein Pnp 
pET8c-hu Ap
R
, promotor za T7 RNA polimerazo, 6xHis sekvenca, gen za protein HU 
pET8c-yjgF Ap
R
, promotor za T7 RNA polimerazo, 6xHis sekvenca, gen za protein YjgF 
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3.2.7 Celične kulture 
 
A549 je primarna celična linija, pridobljena iz človeških pljučnih celic. Pripravila jo je 





3.3.1 Pomnožitev genov za proteine HU, DnaK, YjgF in Pnp s PCR  
 
- Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižno reakcijo s polimerazo PCR (ang. Polymerase chain reaction) smo uporabili za 
pomnožitev fragmentov DNA z genom za protein DanK, Pnp, HU ali YjgF. Uporabili smo 
polimerazo Taq. Kot matrično DNA smo uporabili genomsko DNA bakterije A. 
actinomycetemcomitans, izolirane iz pacienta s parodontozo (Bartlett in Stirling, 2003). 
 
Reakcijska mešanica za PCR je vsebovala DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA), deionizirano destilirano H2O, matrično DNA in ustrezne začetne 
oligonukleotide. Čas reakcije smo v fazi podaljševanja DNA prilagodili glede na dolžino 
genov.  
 
Preglednica 8: Potek PCR. 
Temperatura  Čas   
94 °C 30s začetna denaturacija DNA 
94 °C 15 s denaturacija DNA 
55 °C 30 s                       30 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov 
72 °C 1 min/kb podaljševanje DNA 
72 °C 
 4 °C 
5 min 
∞ 
zaključno podaljševanje verig DNA 
 
- Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda, ki jo uporabljamo za ločevanje, prepoznavo in 
čiščenje nukleinskih kislin. Nukleinske kisline se zaradi negativnega naboja premikajo v 
električnem polju proti pozitivnemu polu (anodi). Elektroforeza poteka v želatinastem 
mediju, ki je v našem primeru agaroza. Manjši fragmenti potujejo hitreje, večji pa 
počasneje. Pomembna je tudi konformacija nukleinske kisline (Lee in sod., 2012). 
Najhitreje potuje super-zvita oblika plazmida, nekoliko počasneje linearna in najpočasneje 
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krožna oblika plazmida (Makovets, 2013). Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverili 
velikosti produktov po PCR. Za 1 % gel smo v erlenmajerico zatehtali 0,4 g agaroze in 
dolili 40 mL 1x pufra TBE. Erlenmajerico smo postavili za nekaj minut v mikrovalovno 
pečico, da se je agaroza stopila. Mešanico smo ohladili pod tekočo hladno vodo in ji dodali 
etidijev bromid (0,025 ng/mL). Agarozni gel smo nato vlili v stojalo z glavniki in počakali, 
da se strdi. Na koncu smo iz gela izvlekli glavniček in ga prelili s 1x pufrom TBE ter 
nanesli vzorčke. 
 
- Ekstrakcija fragmentov iz gela 
Fragmente smo iz gela izrezali in jih očistili po navodilih proizvajalca kompleta GeneJET 
Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA).  
 
3.3.2 Kloniranje fragmentov DnaK, HU, YjgF in Pnp v plazmid pET8c  
 
- Restrikcija z restrikcijskimi encimi 
Fragmente smo po očiščenju rezali z dvema encimoma, BamHI in MluI. Tako smo dobili 
pravilno rezane lepljive konce posameznih fragmentov za vstavitev v že predhodno rezan 
plazmid pET8c.  
 
- Ligacija 
Z ligazo smo vsak posamezni fragment DNA sklopili s fosfodiestrskimi vezmi s 
plazmidom pET8c preko restrikcijskih mest, tvorjenih z BamHI in MluI. Tako smo 
sintetizirali rekombinantne derivate plazmida pET8c, ki vključujejo gen za protein DanK, 
Pnp, HU ali YjgF. Lizacijska mešanica je vsebovala rezan plazmid, rezan fragment, ustezni 
pufer in DNA-ligazo T4. Mikrocentrifugirko smo 25 min inkubirali pri 22 °C, da je ligaza 
lahko spojila fragment v rezan plazmidni vektor.  
 
3.3.3 Transformacija ekspresijskih plazmidov v kompetentne celice E. coli 
DH5α 
 
Po ligaciji smo ligacijske mešanice s transformacijo vnesli v kemično kompetentne celice 
DH5α. Sev DH5α je najpogosteje uporabljen E. coli za kloniranje. Mutacija lacZ delta 
M15 v tem sevu omogoča modro-belo presajanje za rekombinantne celice (Phue in sod., 
2008). Mutacija endA1 onemogoči delovanje endonukleaze, zato je DNA manj razgrajena. 
(Taylor in sod., 1993). Mutacija recA1 zmanjša homologno rekombinacijo. Pred uporabo 
smo 100 µL kompetentnih celic DH5α odtalili na ledu. K celicam smo dodali 1 µL 
rekombinatnega plazmida. Sledila je 30-minutna inkubacija na ledu. Hladno 
mikrocentrifugirko smo za 90 s izpostavili toplotnemu šoku pri 42 °C in za tem 2 min 
inkubirali na ledu. V mikrocentrifugirko smo po inkubaciji dodali 400 µL sterilnega 
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tekočega LB gojišča in jo 50 min stresali na stresalniku (250 vrt./min) pri 37 °C. Stresanju 
je sledilo 3-minutno centrifugiranje na 4000× g. Odlili smo 400 µL supernatanta. Preostali 
supernatant smo resuspendirali s celicami in suspenzijo razmazali na agarske plošče z 
ampicilinom (25 µg/mL). Petrijevke smo inkubirali pri 37 °C čez noč.  
 
- Priprava trdega gojišča LB z agarjem 
Pripravili smo 300 mL gojišča v 1000 mL erlenmajerici. Zatehtali smo 7,5 g LB (Luria-
Bertani) in 4,5 g agarja ter dolili destilirano vodo do 300 mL. LB in agar smo raztopili z 
magnetnim mešalom. Erlenmajerico smo skupaj z gojiščem 20 min sterilizirali v avtoklavu 
pri 121 °C, 1,2 barih. Nato smo jo ohladili v vodni kopeli na 55 °C. Gojišču smo v 
digestoriju sterilno dodali antibiotike in ga razlili v petrijevke. Ko se je strdil, smo ga čez 
noč pustili na 37 °C in ga nato shranili na 4 °C. 
 
- Izolacija ekspresijskih plazmidov z geni za protein DnaK, HU, YjgF ali Pnp 
Za vsak fragment smo naključno izbrali tri transformate in jih precepili na ampicilinske 
plošče. Iz precepljenih transformant smo izolirali plazmidno DNA z vstavljenim 
fragmentom. Izolacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Ustreznost zaporedja DNA vključka smo 
preverili s sekvenciranjem, ki ga je za nas izvedlo podjetje Microsynth (Avstrija). 
 
3.3.4 Transformacija rekombinantnih plazmidov v kompetentne celice E. 
coli BL21 
 
Ustrezni plazmidni konstrukt smo transformirali v kompetentne celice BL21. E. coli BL21 
je najpogosteje uporabljen sev za izolacijo rekombinatnih proteinov. Sev vsebuje mutacijo 
v genu za proteazo. V vektorju pTE8c je zapis za rekombinanten protein pod kontrolo 
promotorja bakteriofaga T7. Za prepis gena za protein je potreben gostiteljski sev, ki 
vsebuje T7 RNA polimerazo. E. coli BL21 v svojem genomu vsebuje zapis za T7 RNA 
polimerazo, ki je pod kontrolo promotorja lac. Zato lahko izvedemo indukcijo z IPTG, ki 
se veže na represor LacI operona lac in ga deaktivira. To povzroči čezmerno izražanje T7 
RNA polimeraze in sintezo želenega proteina v velikih količinah (Kesik-Brodacka in sod., 
2012). Kompetentne celice (50 µL) smo odtalili na ledu in jim dodali 1 µL rekombinatnega 
plazmida. Sledila je 30-minutna inkubacija na ledu. Hladno mikrocentrifugirko smo za 90 s 
izpostavili toplotnemu šoku pri 42 °C in za tem 2 min inkubirali na ledu. V 
mikrocentrifugirko smo po inkubaciji dodali 400 µL sterilnega tekočega gojišča LB in jo 
50 min stresali na stresalniku (250 vrt./min) pri 37 °C. Stresanju je sledilo 3-minutno 
centrifugiranje na 1000× g. Odlili smo 400 µL supernatanta. Preostali supernatant smo 
resuspendirali s celicami in suspenzijo razmazali na agarske plošče z ampicilinom (25 
µg/mL) in kloramfenikolom (100 µg/mL). Petrijevke smo inkubirali pri 37 °C čez noč. 
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3.3.5 Aktivacija izražanja genov za proteine z dodatkom induktorja IPTG 
 
Zrasle transformante E. coli BL21 smo z zobotrebcem precepili v 10 mL tekočega gojišča 
LB z ampicilinom in kloramfenikolom. 200 µL prekonočne kulture smo prenesli v 30 mL 
tekočega gojišča LB z ampicilinom. Sledilo je stresanje na stresalniku (250 vrt./min) pri 
37 °C. V izbranih časovnih intervalih smo izmerili optično gostoto kulture pri 600 nm 
(OD600-optična gostota pri 600 nm). Pri OD600 0,5 smo dodali 24 µL IPTG in mešanico 
inkubirali 2 uri pri 20 °C na stresalniku. Nato smo kulturo centrifugirali 15 min na 6000×g. 
Pelet smo shranili v zamrzovalnik na -20 °C.  
 
3.3.6 Ni-NTA afinitetna kromatografija 
 
Izolacijo proteina smo izvedli z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Princip temelji na 
afiniteti histidinskih ostankov do ionov niklja (Ni
+2
), ki so vezani na kolono. Nosilec je v 
tem primeru agaroza, na katero je vezana NTA (nitrilotriocetna kislina). NTA je kelator, ki 
zasede štiri od šestih vezavnih mest niklja. Dve ostaneta za vezavo polihistidinskega repka 
na proteinu (Bornhorst in Falke, 2000). Da smo protein lahko izolirali z Ni-NTA agarozo, 
je plazmid pET8c na N-terminalnem koncu vseboval polihistidinsko (6xHis) sekvenco, ki 
je bila spojena z amino koncem proteina.  
 
Pelet smo na ledu resuspendirali z 1,5 mL mešanice za izolacijo proteina. To smo 
predhodno pripravili iz 10 mL lizacijskega pufra, 10 µL RNaze, 10 µL benzoaze, 0,5 
mg/mL lizocima in polovice tabletke proteaznih inhibitorjev (Roche, ZDA). Suspenzijo 
smo prestavili v 5 mL mikrocentifugirke. Sledila je homogenizacija celic z ultrazvokom s 
sonikatrojem Sonics VCX 750 (3-krat 20 sekund, 40 % moči). Pelet smo odstranili s 
centrifugiranjem (20000× g, 30 minut, 4 °C). V prelubricirane mikrocentrifugirke smo 
dodali 100 µL Ni-NTA agaroze (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Sprali smo jih s pufrom 
za lizo. Supernatant smo dodali k Ni-NTA agarozi in ga inkubirali 45 min v hladni sobi na 
rotorju. Po inkubaciji smo suspenzijo centrifugirali 10 do 15 sekund, da so se agarozne 
kuglice posedle. Nato je sledilo spiranje najprej 1× z 800 µL pufra za lizo, 3× z 800 µL 
pufra za spiranje in nato še 2× z 800 µL elucijskega pufra. Med spiranjem smo suspenzijo 
centrifugirali in supernatant odstranili. Po dodatku elucijskega pufra smo supernatant z 
izbranimi rekombinantnimi proteini vnesli v dializno membrano s porami, ki prepuščajo le 
proteine, manjše od 8 kDa (Sartorius, ZDA).  
 
- Dializa izoliranih proteinov 
Dializa je proces, pri katerem molekule prehajajo skozi polprepustno membrano v smeri 
nižjega koncentracijskega gradienta. Na ta način smo odstranili imidazol, ki smo ga 
uporabili pri čiščenju proteinov iz Ni-NTA agaroze (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
Uporabili smo dializno membrano, ki je ustrezala velikosti proteina. To smo postavili v 1 L 
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dializnega pufra (20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, pH 7,4) za 1 uro v hladno sobo, dializni 
pufer smo mešali. Nato smo dializni pufer zamenjali in zopet inkubirali 1 uro v hladni sobi. 
Ponovili smo postopekin pustili v hladni sobi preko noči. Nato smo protein prenesli v 
prelubricirane mikrocentrifugirke in ga shranili na -80 °C.  
 
- NaDS-PAGE elektroforeza 
Uspešnost izolacije proteinov smo preverili na poliakrilamidnem gelu z natrijevim 
dodecilsulfatom NaDS-PAGE (ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide gel 
electrophoresis). Natrijev dodecilsulfat je detergent, ki denaturira protein in ga obda z 
negativnim nabojem. Tako proteini v električnem polju potujejo proti anodi. Proteini se 
ločijo glede na molekulsko maso. Manjši proteini potujejo hitreje, večji pa počasneje 
(Križaj, 2008). Gel smo pripravili po navodilu proizvajalcev. Za proteine, večje od 10 kDa, 
smo uporabili 12 % gel, za proteine, manjše od 10 kDa, pa 15 % gel. Najprej smo v model 
vlili ločevalni gel. Čez smo nalili izopropanol, da se gel ni posušil. Nato smo pripravili 
nanašalni gel in ga vlili čez ločevalnega. Strjen gel smo postavili v aparaturo za NaDS-
PAGE elektroforezo in dolili elektroforezni pufer NaDS (Roche, Nemčija). Proteinske 
vzorce smo pred nanosom 5 min inkubirali v vreli vodi. Nato smo dodali 0,1 M DTT 
(Fluka, Francija) za prekinitev morebitnih disulfidnih vezi in 3 μL nanašalnega pufra. 
Vzorce in velikostni standard – proteinsko lestvico – smo nanesli na gel. V prvo jamico 
smo nanesli 3,4 μL proteinske lestvice »PageRuler Prestained Protein Ladder« (Thermo 
Fischer Scientific, ZDA) in vzorce v preostale jamice, kot je označeno na slikah (nanesli 
smo 10 µL vzorca pred indukcijo z IPTG, 10 µL po indukciji, 10 µL vzorca po sonikaciji, 
10 µL supernatanta in 10 µL peleta, 10 µL vzorca po inkubaciji z NTA agarozo in 10 µL 
vzorca po spiranju s pufrom za lizo, pufrom za spiranje in elucijskim pufrom). 
Elektroforeza je potekala 45 minut pri konstantni napetosti 180 V. Ločevanje smo ustavili, 
ko se je velikostni marker približeval koncu gela. Sledilo je enourno barvanje v raztopini 
za barvanje gela SimplyBlue SafeStain (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in prekonočno 
razbarvanje v destilirani vodi. Koncentracijo proteinov smo izmerili z merjenjem 
absorbance pri 280 nm z aparatom NanoDrop 1000 (Thermo Fischer Scientific, ZDA). 
Koncentracijo proteinov smo izračunali po Beer-Lambertovi enačbi in pri tem uporabili 
ekstinkcijski koeficient 15930 L/(mol*cm) za protein DnaK, 21555 L/(mol*cm) za protein 
Pnp, 71180 L/(mol*cm) za protein YjgF in 53775 L/(mol*cm) za protein HU. 
 
3.3.7 Izolacija celokupne RNA iz humanih pljučnih celic 
 
Za izolacijo celokupne RNA smo uporabili humane pljučne celice A549 v koncentraciji 
8×10
4 
celic/mL. Celice so bile gojene v atmosferi s 5 % CO2 in visoki (95 %) vlažnosti pri 
37 °C. Iz celic smo izolirali celokupno RNA s komercialnim kitom RNeasy Mini Kit 
(QIAGEN, ZDA) po navodilih proizvajalca. Nato smo odstranili prisotno DNA s 
kompletom Thermo Scientific DNase I, RNase-free (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
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Produkte smo preverili na 1 % agaroznem gelu. Koncentracijo RNA smo določili z 
merjenjem absorbance pri 260 nm na spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo Fischer 
Scientific, ZDA). Računalniški program je analiziral signal in izračunal koncentracijo 
RNA. 
 
3.3.8 Vezava RNA-protein v mikrocentrifugirki 
 
V prelubricirano mikrocentrifugirko smo dodali 50 μL Ni-NTA agaroze (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). Ni-NTA agarozo smo s kratkim zagonom centrifugiranja (15 s) posedli 
in jo sprali z 1 mL dializnega pufra, čemur je spet sledilo 15-sekundno centrifugiranje. 
Nato smo dodali 750 mL proteina v rangu nekaj deset µg/mL in suspenzijo inkubirali 15 
min v hladni sobi na rotorju. Po inkubaciji smo Ni-NTA agarozo z vezanim proteinom 
sprali z 1 mL dializnega pufra, centrifugirali in odstranili supernatant. Nato smo dodali 200 
μL 5× redčene RNA v koncentraciji (123,5 µg/mL ). Suspenzijo smo inkubirali 15 min v 
hladni sobi na rotorju. V tem času naj bi se RNA vezala na protein. Sledilo je 15-sekundno 
centrifugiranje. Supernatant smo nanesli na gel, saj se v njem nahaja nevezana RNA, k Ni-
NTA agarozi pa smo dodali 1 mL vode brez RNaz iz kita za izolacijo RNA, ki je spral 
vezano RNA.  
 
3.3.9 Reverzna transkripcija s proteinov eluiranih molekul RNA 
 
Eluirane molekule RNA smo prevedli v molekule cDNA. To smo izvedli po navodilih 
proizvajalca kompleta High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). Za začetne oligonukleotide smo uporabili Random Hexamer Primer 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA). Po reverzni transkripciji smo dodali RNazo H. RNaza H 
je endonukleaza, ki katalizira hidrolizo fosfoesterskih vezi v RNA. Uporabimo jo, kadar 
želimo odstraniti molekule RNA pri sintezi cDNA (Tadokoro in Kanaya, 2009).  
 
3.3.10 Triptofanska fluorescenca 
 
Merjenje smo opravili s spektrofluorometrom fp-750 (Jasco, Italija). V mikrocentrifugirki 
smo zmešali 450 μL proteina in 550 μL dializnega pufra. Protein je bil v koncentraciji 40,5 
μg/mL. Suspenzijo smo prestavili v kvarčno kiveto in dodali najprej 1 μL, nato 2 μL in 3 
μL RNA. Ob dodatku različnih koncentracij RNA smo ekscitirali ostanke triptofana v 
proteinu DnaK s fluorescenco pri 295 nm in izmerili spekter emitirane svetlobe. Izmerili 
smo tudi fluorescenco dializnega pufra, ki smo jo odšteli od dobljenih meritev. Za kontrolo 
smo uporabili 1 μL ds fagne DNA, ki smo jo dodali proteinu DnaK in izvedli meritev, 
kakor je navedena zgoraj. 
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4.1 LASTNOSTI GENSKIH ZAPISOV ZA PROTEINE DNAK, HU, YJGF IN PNP 
 
Na strežniku Ecocyc (Keseler in sod., 2017) in podatkovni zbirki genomov bakterije A. 
actinomycetemcomitans smo določili dolžino genov za izbrane proteine. Tako smo lahko z 
gelsko elektroforezo ugotovili, če smo gene za proteine pridobili v ustrezni velikosti 
(Preglednica 8). 
 
Preglednica 9: Dolžina genov za proteine DnaK, Hu, YjgF in Pnp bakterije A. actinomycetemcomitans. 






4.2 ANALIZA POMNOŽKOV DNA ZA PROTEINE DNAK, HU, YJGF IN PNP Z 
GELSKO ELEKTROFOREZO 
 
Z gelsko elektroforezo smo preverili uspešnost pomnožitve genov s PCR iz genoma 
bakterije A. actinomycetemcomitans, pridobljene iz seva bakterije, izoliranega iz ust 
slovenskega pacienta z boleznijo parodontozo. Za pomnožitev DNA smo uporabili 
polimerazo Taq (Bartlett in Stirling, 2003). Na sliki 4 so prikazani pridobljeni pomnožki. 
Pridobili smo gene za želene proteine v ustreznih velikostih. V prvo jamico smo nanesli 
1kb DNA velikostno lestvico (Thermo Fischer Scientific, ZDA). Gen za protein YjgF je 
velik 351 bp, gen za protein HU 270 bp, gen za protein Pnp 2232 bp in gen za protein 
DnaK 1902 bp. Fragmente smo iz gela izrezali in jih očistili, ligirali v ustrezen plazmidni 
vektor in vključkom v plazmidnih konstruktih dokazali nukleotidno zaporedje s 
sekvenciranjem. Sekvence so ustrezale sekvencam za proteine DnaK, HU, YjgF in Pnp 
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Slika 4: Pomnožki genov za proteine YjgF, HU, Pnp in DnaK z označenim številom baznih parov za 
posamezen produkt. 
S – standard, 1 kb DNA lestvica (bp – bazni par) 
1 – zapis za protein YjgF 
2 – zapis za protein HU 
3 – zapis za protein Pnp 
4 – zapis za protein DnaK 
 
4.3 IZDELAVA PLAZMIDNIH KONSTRUKTOV ZA SINTEZO 
REKOMBINANTNIH PROTEINOV DNAK, HU, YJGF IN PNP  
 
Fragmente DNA smo očistili iz gela in jih vstavili v plazmid pET8c. S tako pripravljenimi 
plazmidnimi konstrukti smo lahko sprožili sintezo proteinov, ki so vključevali 6 ostankov 
aminokisline histidin na amino terminalnem koncu proteina, zaradi česar smo proteine 
lahko izolirali z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Rekombinatni plazmid pET8c smo 
transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α. Po transformaciji smo iz zraslih kolonij 
na ampiciliski plošči zopet izolirali plazmid. Naredili smo restrikcijo plazmida pET8c z 
enakima encimoma BamHI in MluI, kot smo ju uporabili pri kloniranju genskih zapisov za 
proteine DnaK, HU, YjgF in Pnp v plazmid. S tem smo ugotovili, ali so se genski produkti 
uspešno vstavili v plazmid. Na Sliki 5 so prikazani genski produkti, ki smo jih pridobili 
očiščene in v ustreznih velikostih. Uporabili smo dva gela. Na prvem gelu je v prvo jamico 
nanešena standard 1 kb DNA lestvica, gen za protein Pnp 2127 bp in gen za protein DnaK 
1899 bp. Na drugem gelu je v prvo jamico nanšena standard 1 kb DNA lestvico, gen za 
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Slika 5: Restrikcija plazmidnih konstruktov z encimoma BamHI in MluI. Na sliki je razvidno, da iz plazmida 
izpade fragment ustrezne velikosti za gene proteinov YjgF, HU, Pnp ali DnaK. 
S – standard, 1 kb DNA lestvica 
1 – zapis za protein Pnp  
2 – zapis za protein DnaK  
3 – zapis za protein YjgF 
4 – zapis za protein HU 
 
4.4 LASTNOSTI PROTEINOV DNAK, HU, YJGF IN PNP 
 
Lastnosti proteinov smo določili s programom ProtParm, ki je dostopen na strežniku 
ExPASy (Artimo in sod., 2012) in s podatkovno zbirko UniProtKB (The UniProt 
Consortium, 2017) (Preglednica 9). Z NaDS-PAGE elektroforezo smo ugotovili, ali smo 
izolirali proteine ustreznih velikosti. 
Preglednica 10: Lastnosti proteinov DnaK, HU, YjgF in Pnp bakterije A. actinomycetemcomitans. 






DnaK 68394.13 633 1 7 
HU 9353.88 90 0 0 
YjgF 13233.13 117 3 6 
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4.5 ANALIZA IZOLIRANIH REKOMBINANTNIH PROTEINOV S 
POLIAKRILAMIDNO GELSKO ELEKTROFOREZO 
 
Izolirane rekombinantne plazmide pET8c iz kompetentnih celic E. coli DH5α smo 
transformirali v kompetentne celice E. coli BL21. Izvedli smo indukcijo z IPTG pri celicah 
v eksponentni fazi rasti, kar povzroči sintezo želenega proteina v velikih količinah. Sledila 
je izolacija proteinov z Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Na sliki 6 je prikazana ločba 
proteinov, pridobljenih tekom postopka izolacije rekombinantnih proteinov. V jamice, 
označene z 1–8, smo nanesli vzorce, pridobljene tekom postopka izolacije proteina. V 
zadnji jamici se nahaja protein, izločen iz stacionarne faze z elucijskim pufrom. Glede na 




Slika 6: Ločba proteinov v vzorcih pridobljenih tekom postopka izolacije rekombinantenga proteina DnaK. 
Vzorci so bili nanešeni kot so bili pridobljeni tekom izolacije: 
S – standard, 100 kDa proteinska lestvica 
1 – vzorec odvzet pred indukcijo z IPTG  
2 – vzorec odvzet po indukciji z IPTG 
3 – supernatant odvzet po sonikaciji celic (topna frakcija) 
4 – pelet odvzet po sonikacijo celic (netopna frakcija) 
5 – vzorec odvzet po 45 minutni inkubaciji proteina in NTA agaroze 
6 – vzorec odvzet po spiranju s pufrom za lizo 
7 – vzorec odvzet po spiranju s pufrom za spiranje 
8 – vzorec odvzet po spiranju z elucijskim pufrom  
 
 
Na sliki 7 je prikazana analiza uspešnosti izolacije proteina HU. V prvo jamico smo 
nanesli 100 kDa proteinske velikostne lestvice. Nato smo nanesli vzorce pridobljene tekom 
poteka izolacije proteina. V zadnji jamici se nahaja protein, izločen z elucijskim pufrom. 
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Slika 7: Ločba proteinov v vzorcih, pridobljenih tekom postopka izolacije rekombinantenga proteina HU. 
Vzorci so bili nanešeni, kot so bili pridobljeni tekom izolacije: 
S – standard, 100 kDa proteinska lestvica 
1 – vzorec, odvzet pred indukcijo z IPTG  
2 – vzorec, odvzet po indukciji z IPTG 
3 – supernatant, odvzet po sonikaciji celic (topna frakcija) 
4 – pelet, odvzet po sonikaciji celic (netopna frakcija) 
5 – vzorec, odvzet po spiranju s pufrom za lizo 
6 – vzorec, odvzet po spiranju s pufrom za spiranje 
7 – vzorec, odvzet po spiranju z elucijskim pufrom 
 
Na Sliki 8 je prikazana izolacija proteina YjgF. V prvo jamico smo nanesli 100 kDa 
proteinske velikostne lestvice. Nato smo nanesli vzorce, pridobljene tekom poteka izolacije 
proteina. V zadnji jamici se nahaja protein, izločen z elucijskim pufrom. Glede na liso v 




Slika 8: Ločba proteinov v vzorcih, pridobljenih tekom postopka izolacije rekombinantenga proteina YjgF. 
Vzorci so bili nanešeni, kot so bili pridobljeni tekom izolacije: 
S – standard, 100 kDa proteinska lestvica 
1 – supernatant, odvzet po sonikaciji celic (topna frakcija) 
2 – pelet, odvzet po sonikaciji celic (netopna frakcija) 
3 – vzorec, odvzet po 45 minutni inkubaciji proteina in NTA agaroze 
4 – vzorec, odvzet po spiranju s pufrom za lizo 
5 – vzorec, odvzet po spiranju z pufrom za spiranje 
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Na Sliki 9 je prikazana izolacija proteina Pnp. V prvo jamico smo nanesli 100 kDa 
proteinske velikostne lestvice. Nato smo nanesli vzorce, pridobljene tekom poteka izolacije 
proteina. V sedmi jamici se nahaja protein, izločen s pufrom za spiranje. V osmi jamici se 
nahaja elucijski pufer brez proteina. Glede na liso v velikosti ~77 kDa predvidevamo, da 




Slika 9: Ločba proteinov v vzorcih, pridobljenih tekom postopka izolacije rekombinantenga proteina Pnp. 
Vzorci so bili nanešeni, kot so bili pridobljeni tekom izolacije: 
S – standard, 100 kDa proteinska lestvica  
1 – vzorec, odvzet pred indukcijo s IPTG  
2 – vzorec, odvzet po indukciji s IPTG 
3 – supernatant, odvzet po sonikaciji celic (topna frakcija) 
2 – pelet, odvzet po sonikaciji celic (netopna frakcija) 
5 – vzorec, odvzet po 45-minutni inkubaciji proteina in NTA agaroze 
6 – vzorec, odvzet po spiranju s pufrom za lizacijo 
7 – vzorec, odvzet po spiranju s pufrom za spiranje 
8 – vzore,c odvzet po spiranju z elucijskim pufrom 
 
Izolirane proteine smo pridobili v nizki koncentraciji, protein DnaK v koncentraciji 90 
µg/mL, protein YjgF v koncentraciji 46 µg/mL in protein HU v koncentraciji 30 µg/mL.  
 
4.6 IZOLACIJA CELOKUPNE RNA IZ EVKARIONTSKE EPITELNE CELIČNE 
LINIJE  
 
RNA smo izolirali iz humanih pljučnih celic A549. Te celice smo izbrali, ker smo želeli 
pridobiti evkariontsko RNA v visoki koncentraciji. Po izolaciji RNA smo intaktnost 
molekul preverili z gelsko elektroforezo. Predvidevali smo, da imamo dosti čiste reagente, 
da ne bo prisotnih ribonukleaz v gelu in da s tem preprečimo razgradnjo RNA. V prvo 
jamico smo nanesli standard 100 bp DNA lestvico. V drugo jamico smo nanesli RNA 
lestvico. Ker smo imeli standard RNA lestvico v slabem stanju, smo nanesli še DNA 
lestvico, čeprav to ni ravno zanesljivo, saj se DNA nahaja v obliki dvoverižne vijačnice, 
RNA pa je enoverižna. Izolirali smo celokupno RNA (tRNA, mRNA, rRNA, ...), zato je 
viden razmaz skozi različne velikosti. V prvem vzorcu imamo samo RNA tretirano z 


















S           1           2           3          4          5          6        7         8 
77 kDa 
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stabilnost RNA pri pogojih, v katerih bo izvedena tudi inkubacija protein-RNA. RNA smo 
pridobili v zadostni koncentraciji za nadaljnjo analizo, v koncentraciji 617,5 µg/mL. Na 
Sliki 10 je razvidno, da tudi po inkubaciji RNA v dializnem pufru molekule RNA v 




Slika 10: Izolacija celokupne RNA iz humanih pljučnih celic A549 in analiza stabilnosti RNA pri pogojih, ki 
bodo uporabljeni za analizo interakcij s proteini.  
S1 – standard, 100 bp DNA lestvica 
S2 – standard, RNA lestvica 
1 – izolirana RNA, tretirana 30 min z 1µL DNaze I 
2 – izolirana RNA, tretirana 30 min z 1µL Dnaze I in inkubirana 1 uro v 500 µL dializnega pufera (20 mM 
Tris-HCl, 140 mM NaCl, pH 7,4) 
 
4.7 PREPOZNAVA MOLEKUL RNA, KI VEŽEJO IZBRANI PROTEIN 
 
Zasnovali smo metodo, s katero smo želeli dokazati vezavo RNA s proteini DnaK, HU, 
YjgF ali Pnp. Pristop temelji na predhodni vezavi proteina na Ni-NTA agarozo, ki ji nato 
dodamo celokupno RNA, odstranimo nespecifično vezano RNA (ne-vezano) in na koncu z 
elucijskim pufrom za izolacijo RNA sprostimo na protein vezano RNA. Slika 11 prikazuje 
rezultate te analize. V prvo jamico smo nanesli standard RNA lestvico in v drugo še drugi 
standard, 100 bp DNA lestvico. Po inkubaciji proteinov z RNA smo suspenzijo 
centrifugirali, da smo ločili na stacionarno fazo vezane proteine z RNA in jo ločili od RNA 
molekul, ki niso interagirale s proteini. Nevezano RNA za vsak protein HU, YjgF in DnaK 
smo nanesli v 2., 3. in 4. jamico na agaroznem gelu. Po spiranju Ni-NTA agaroze z 
elucijskim pufrom za izolacijo RNA smo pridobili RNA molekule, ki so interagirale z 
imobiliziranimi proteini, in jo za vsak protein HU, YjgF in DnaK nanesli v jamice 6, 7 in 
8. V jamici 1 in 5 se je nahajala samo Ni-NTA agaroza (negativna kontrola), brez vezanega 
proteina, ki smo jo inkubirali z RNA, in postopek izvedli, kot je opisano zgoraj. Primerjava 
lis v jamicah 6–7 z izolirano RNA v jamici 5 (negativna kontrola) nakazuje na podoben 
profil izolirane RNA, če je bila kot stacionarna faza uporabljena le Ni-NTA agaroza oz. na 
agarozo vezani proteini (Slika 11). Predvidevamo, da bi zvišanje ionske jakosti v pufru za 
spiranje omogočila boljšo ločbo specifičnih interakcij RNA-proteini. Kljub temu smo 
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Slika 11: Ločba nuklenskih kislin z gelsko elektroforezo v vzorcih, pridobljenih z metodo za prepoznavo 
molekul RNA, vezanih na proteine. Vzorci so bili nanešeni na 1 % agarozni gel v vrstnem redu: 
S1 – standard, RNA lestvica  
S2 – standard, 100 bp DNA lestvica 
Nevezana RNA na agarozne kroglice/imobilizirane proteine 
1 – kontrola, RNA po spiranju iz Ni-NTA agaroze brez vezanega proteina  
2 – RNA po spiranju iz Ni-NTA agaroze z vezanim HU 
3 – RNA po spiranju iz Ni-NTA agaroze z vezanim YjgF 
4 – RNA po spiranju iz Ni-NTA agaroze z vezanim DnaK 
Vezana RNA na agarozne kroglice/imobilizirane proteine 
5 – kontrola, RNA eluirana iz Ni-NTA agaroze brez vezanega proteina  
6 – RNA eluirana iz Ni-NTA agaroze z vezanim HU 
7 – RNA eluirana iz Ni-NTA agaroze z vezanim YjgF 




Eluirane molekule RNA s stacionarne faze, na katero je bil imobiliziran posamezen 
protein, smo z reverzno transkriptazo prevedli v molekule cDNA. Za začetne 
oligonukleotide smo uporabili mešanico enoverižnih heksanukleotidov (Random Hexamer 
Primer) (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Po reverzni transkripciji smo za odstranitev 
molekul RNA dodali RNazo H. Po nanosu na gelsko elektroforezo smo ugotovili, da 
produktov cDNA ne zaznamo, saj nismo detektirali očitne lise, ki bi nakazovala specifično 
molekulo RNA (Slika 12). Na gelu so vidne izredno šibke lise nukleinskih kislin v 
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Slika 12: Analiza fragmentov cDNA, ločenih z gelsko elektroforezo. Vzorci, nanešeni na gel: 
S – standard, 1 kb DNA lestvica 
1 – fragmenti cDNA, pridobljeni iz eluirane RNA iz Ni-NTA agaroze brez vezanega proteina 
2 – fragmenti cDNA, pridobljeni iz eluirane RNA iz Ni-NTA agaroze z vezanim proteinom HU 
3 – fragmenti cDNA,pridobljeni iz eluirane RNA iz Ni-NTA agaroze z vezanim proteinom DnaK 
4 – fragmenti cDNA, pridobljeni iz eluirane RNA iz Ni-NTA agaroze z vezanim proteinom YjgF 
 
4.8 ANALIZA INTERAKCIJE PROTEIN-RNA Z MERJENJEM SPREMEMBE 
SPEKTRA TRIPTOFANSKE FLUORESCENCE PROTEINA DNAK  
 
Za prepoznavo morebitne interakcije molekul RNA s proteinom DnaK smo izmerili 
spremembo spektra triptofanske fluorescence proteina DnaK, ki smo mu dodali molekule 
RNA. Protein DnaK smo uporabili, ker je to edini protein, ki smo ga pridobili v zadostni 
koncentraciji za izvedbo meritve. Razen proteina HU vsi ostali izolirani proteini sicer 
vsebujejo vsaj en ostanek triptofan (Preglednica 9). 
 
Aromatski triptofan absorbira svetlobo v UV območju 280 nm in oddaja del absorbirane 
svetlobo med 300-400 nm valovne dolžine (Yang in sod., 2015). Da bi izničili vpliv 
ostankov tirozina, smo ekscitirali protein z valovno dolžino 295 nm. Na Sliki 13 je 
prikazano spreminjanje fluorescence triptofana ob dodatku molekul RNA. Spekter 
fluorescence triptofana je pomaknjen nekoliko desno, z maksimumom pri 380-390 nm. 
Kadar je protein denaturiran, sicer oddaja svetlobo nekje v območju med 350-360 nm, če je 
zvit, pa pri 320-330 nm (Yang in sod., 2015). Spekter emisije triptofanov pa je odvisen od 
samega proteina in od topila, v katerem je protein raztopljen. Z večanjem količine dodane 
RNA smo ugotovili zvečano intenziteto fluorescence pri cca 380 nm, kar je najverjetneje 
posledica spremembe okolja, v katerem se nahaja triptofan proteina DnaK po dodatku 
RNA. Dodatek DNA te spremembe ni povzročil. Vpliv RNA na spremembo konformacije 
DnaK podkrepi tudi analiza preostalega spektra, pri ~580 nm. Zvečanje slednjega vrha 
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S preučevanjem interakcij RNA-protein bi lahko razjasnili vzrok za nastanek različnih 
bolezni. Ena takšnih bolezni je lokalizirani agresivni parodontitis (LAP). Bakterija A. 
actinomycetemcomitas ima namreč veliko proteinov, ki se potencialno vežejo na molekule 
RNA. Bakterije lahko z vezavo proteinov na človeške molekule RNA vplivajo na sintezo 
proteinov v celicah (Jazurek in sod., 2016). Vendar še ni znano, ali takšne interakcije 
vodijo v razvoj parodontitisa in ali bi z modulacijo teh proteinov lahko zdravili bolezen. 
Vezave RNA-protein je težko proučevati zaradi relativno slabe stabilnosti nekaterih 
molekul RNA, npr. mRNA, pogoste hipne narave interakcij protein-RNA ter samih 
postopkov izolacije proteinov in dela z RNA za direktno prepoznavo kompleksov in vitro. 
Prav tako na vezavo vplivajo okoljski dejavniki. Določen kompleks protein-RNA v 
neustreznih pogojih ne bo nastal, saj morata biti tako protein kot tudi molekula RNA v 
ustrezni konformaciji, na kar pa vpliva okolje (Jazurek in sod., 2016). 
 
Cilj magistrske naloge je bil prepoznati, ali kateri od proteinov DnaK, HU, YjgF in Pnp 
bakterije A. actinomycetemcomitans interagira z molekulami evkariontske RNA. Najprej 
smo pripravili plazmidne konstrukte za sintezo teh štirih proteinov. 
 
Na Sliki 4 so prikazani produkti verižne reakcije s polimerazo. Vse fragmente za proteine 
smo uspešno pomnožili iz genoma bakterije A. actinomycetemcomitans, seva, 
pridobljenega iz slovenskega pacienta s parodontalno boleznijo. Pridobili smo očiščene 
genske zapise za proteine v ustreznih velikostih.  
 
Izolirane zapise za zgoraj navedene proteine smo vstavili v ekspresijski plazmid pET8c. 
Plazmid je na amino-terminalnem koncu vseboval zaporedje za šest aminokislinskih 
ostankov histidina, ki omogočajo afinitetno izolacijo proteinov z Ni-NTA afinitetno 
kromatografijo.  
 
Za izolacijo proteinov smo rekombinantne plazmide pET8c z vključki za proteine YjgF, 
HU, Pnp ali DnaK transformirali v kompetentne celice E. coli BL21. Sev omogoči 
inducirano sintezo želenega proteina (Kesik-Brodacka in sod., 2012). Proteine smo po lizi 
celic E. coli BL21 izolirali iz supernatanta, saj pridobimo v pufrih za spiranje ali elucijo 
čiste proteine z ustreznimi velikosti, ocenjeno glede na položaj lis na NaDS PAGE gelih 
(Slike 6, 7, 8, 9). S tem smo dokazali, da so vsi rekombinantni proteini DnaK, HU, YjgF in 
Pnp topni. 
 
Za izolacijo proteina smo uporabili Ni-NTA afinitetno kromatografijo. Proteine, vezane na 
Ni-NTA agarozo lahko izperemo s pufrom z nizkim pH ali z imidazolom ali histidinom 
(Qiagen, 2003). Mi smo uporabili imidazol, da so proteini ostali stabilni. Problem Ni-NTA 
afinitetne kromatografije je, da se lahko poleg proteina, ki vsebuje polihistidinski repek in 
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ga želimo izolirati na nikljeve ione, vežejo tudi drugi proteini, ki vsebujejo histidinske 
ostanke. V tem primeru je potrebna dodatna optimizacija postopka (Pina in sod., 2014). 
Uporabili smo hitro metodo izolacije v epicah s centrifugiranjem. Verjamemo, da bi z 
uporabo stacionarne faze v koloni in ob uporabi gravitacijskega spiranja pridobili še 
čistejše proteine v višjih koncentracijah. 
 
Slika 6 prikazuje frakcije skozi postopek izolacije proteina DnaK. Liso, ki ustreza velikosti 
proteina DnaK, lahko zasledimo pri različnih frakcijah tekom izolacije. Rezultati 
nakazujejo, da protein DnaK hitro disociira iz stacionarne faze afinitetne kromatografije v 
pufrih z naraščujočo koncentracijo imidazola. V zadnji jamici se nahaja protein v 
elucijskem pufru. Njegova velikost ustreza velikosti proteina DnaK, 68 kDa, zato 
verjamemo, da smo protein uspešno izolirali.  
 
Protein HU smo uspešno izolirali (Slika 7). Njegova velikost ustreza velikosti proteina HU 
9 kDa. Protein je zelo slabo viden, saj smo ga izolirali v zelo nizki koncentraciji. 
 
Na Sliki 8 je prikazana izolacija proteina YjgF. Protein smo uspešno izolirali in se nahaja v 
zadnji jamici, kamor smo nanesli elucijski pufer. Velikost ustreza velikosti proteina YjgF 
13 kDa.  
 
Protein Pnp je velik 77 kDa. Iz rezultatov je razvidno, da se je protein sprostil iz kolone že 
s pufrom za spiranje (Slika 9). Pufer za spiranje je vseboval 20 mM imidazola. Vzrok za to 
bi lahko bila šibka vezava proteina na Ni-NTA agarozo. Koncentracija imidazola, ki 
omogoča elucijo proteina iz Ni-NTA agaroze, je odvisna od oligomernega stanja proteina 
in dostopnosti polihistidinskega repka za vezavo. Če je polihistidinski repek zakrit, bi bilo 
potrebno protein najprej denaturirati. Frakcije po spiranju s pufrom za spiranje nismo 
shranili, zato smo protein izključili iz nadaljnje analize. 
 
Da bi pridobili vpogled v interakcije proteinov z molekulami RNA, smo izolirali 
celokupno RNA iz humanih pljučnih celic. Bakterija A. actinomycetemcomitans povzroča 
bolezen pri ljudeh, zato smo uporabili človeško celično linijo. Dializni pufer, v katerem se 
je nahajal protein, ni vplival na stabilnost izolirane RNA (Slika 10).  
 
Za preučevanje interakcij RNA-protein smo izbrali in vitro metodo, pri kateri smo z na Ni-
NTA agarozni nosilec imobiliziranimi proteini lovili molekule RNA. Za ligand bi lahko 
uporabili tudi npr. streptavidin ali GST repek (Marchese in sod., 2016). Na Sliki 11 
opazimo, da smo po inkubaciji s proteini odstranili veliko večino RNA. RNA se je po 
inkubaciji s proteini nahajala v supernatantu in ne na Ni-NTA agarozi, ki se je po 
centrifugiranju posedla na dno centrifugirke. Po spiranju s pufrom za izolacijo RNA smo 
dobili zelo šibke brise. V kontrolnem vzorcu, kjer protein ni bil prisoten, smo zaznali 
˝vezano˝ RNA, kar pomeni, da je prišlo do nespecifične vezave RNA na Ni-NTA agarozo. 
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Poizkus bi lahko dodelali in dodali več korakov spiranja s pufri z višjo ionsko jakostjo. S 
tem bi odstranili nespecifično vezano RNA. Žal po prepisu molekul mRNA v molekule 
cDNA nismo uspeli določiti zaporedja RNA, ki naj bi specifično vezala proteine DnaK, 
HU ali YjgF. Ne vemo, v kakšni konformaciji se nahajajo proteini in ali oblika proteina 
omogoča vezavo RNA na vezavno mesto. Prav tako bi lahko že prisotnost molekul RNA 
vplivala na vezavo in sproščanje proteina iz Ni-NTA agaroze. Vzrok za negativne rezultate 
bi lahko bila tudi nizka koncentracija vezane RNA in nestabilnost molekul RNA.  
 
Za dodaten poskus prepoznave interakcij protein-RNA smo izvedli meritve triptofanske 
fluorescence proteina DnaK v prisotnosti ali odsotnosti nukleinskih kislin. Protein DnaK 
smo izmed vseh proteinov pridobili v najvišji koncentraciji, zadostni za analizo. 
Aromatske aminokisline so nepolarne in se največkrat nahajajo v notranjosti proteina. Če 
pride do denaturacije, se izpostavijo topilu in polarnemu okolju, kar ima za posledico 
povišanje fluorescence triptofanov. Protein DnaK vsebuje en triptofan, Trp102. Nahaja se 
v β-verigi NBD domene. Ugotovljeno je bilo, da se fluorescenca triptofanskega ostanka 
spremeni z vezavo ATP oz. ADP na protein DnaK in se lahko uporabi za spremljanje 
konverzije proteina DnaK iz ATP ligandnega T stanja v ADP ligandno R stanje in obratno 
(Han in Christen, 2003). ATP ob vezavi na protein povzroči spajanje domene SBD z 
domeno NBD. Trp102 se ob tem zakrije, zaradi česar pride do znižanja fluorescenčnega 
spektra (Qi in sod., 2013). V prejšnjih študijah je bil vrh fluorescence triptofana v proteinu 
DnaK in prisotnosti ADP pri ~ 342 nm in ~ 335 nm v prisotnosti ATP (Liu in sod., 2017).  
 
Rezultati prikazujejo velik potencial vezave DnaK-RNA (Slika 13). Spekter fluorescence 
triptofana je pomaknjen nekoliko desno, z maksimumom pri 380-390 nm. Predvidevamo, 
da medij, v katerem se nahaja protein, spremeni konformacijo proteina v stanje, kjer se 
triptofan izpostavi na površini in močneje fluorescira. Z dodatkom različnih količin RNA 
vidimo, da se z večanjem količine RNA viša intenziteta fluorescence. Vrh emisije 
fluorescence se ne premakne. Zimmer in sodelavci (2001) so ugotovili, da RNA vezava na 
protein DnaK, izoliran iz bakterije Escherichia coli, vključuje več kot eno domeno 
proteina. Dokazali so, da je domena NBD potrebna in tudi zadostna za vezavo RNA na 
protein, domena SBD pa omogoča specifičnost vezave (Zimmer in sod., 2001). Če se torej 
RNA veže na NBD vezavno mesto, kamor se veže tudi ATP oz. ADP, bi pričakovali, da se 
bo vrh emitirane svetlobe znižal (Han in Christen, 2003). V našem primeru pa je prišlo do 
povišanja intenzitete fluorescence, pozicija vrha fluorescence triptofana pa se ni 
spremenila.  
 
Iz dobljenih rezultatov ne moremo trditi, da se RNA veže na protein DnaK. Rezultati 
nakazujejo, da RNA povzroči spremembo na proteinu DnaK, medtem ko DNA te 
spremembe ne povzroči (Slika 13). Sklepamo, da se konformacija proteina DnaK ob 
vezavi RNA spremeni, zaradi česar pride do povišanja intenzitete fluorescence. V 
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primerjavi s prejšnjimi študijami lahko trdimo, da je konformacija proteina DnaK ob 
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- Uspešno smo pripravili plazmidne konstrukte za sintezo rekombinantnih proteinov 
DnaK, YjgF, HU ali Pnp. 
 
- Vsi rekombinantni proteini se sintetizirajo kot topni proteini. 
 
- Proteine DnaK, HU in YjgF smo iz Ni-NTA agaroze sprali z elucijskim pufrom, 
protein Pnp pa že s pufrom za spiranje.  
 
- Rezultati triptofanske fluorescence nakazujejo na interakcijo proteina DnaK 
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Parodontalne bolezni, znane kot gingivitis in parodontitis, prizadenejo po predvidevanjih 
do 90 % svetovnega prebivalstva. Spadajo v družino bolezni mehkih in trdih tkiv, ki 
vključujejo kompleksne interakcije med gostiteljem in bakterijami (Raja in sod., 2014). 
Poznamo več oblik parodontalne bolezni. Pri lokaliziranem agresivnem parodontitisu 
(LAP) pride do uničenja tkiva lokalizirano med prvim kočnikom in osrednjim sekalcem in 
se pojavi že v zgodnjem življenjskem obdobju. Uničenje kosti in tkiv se zgodi še posebej 
hitro v primerjavi z ostalimi oblikami parodontalne bolezni. Glavni povzročitelj 
lokaliziranega parodontitisa je bakterija A. actinomycetemcomitans (Fine in sod., 2006). Je 
Gram-negativni, fakultativni anaerobni kokobacil. Zaradi proizvodnje različnih virulenčnih 
dejavnikov ga uvrščamo med oportunistične. Je bakterija, ki povzroča resne okužbe, 
prenosljive med izpostavljenimi posamezniki (Raja in sod., 2014). 
 
Izvedba magistrske naloge je temeljila na predhodnem delu Miha Škaliča, ki je integriral 
biološke podatke v napovedni model ter predvidel 8 proteinov, ki se v veziklih izločajo iz 
bakterije A. actinomycetemcomitans in se specifično vežejo na RNA. Naš cilj je bil 
prepoznati, če se kateri izmed štirih izbranih proteinov DnaK, HU, YjgF in Pnp veže z 
molekulami evkariontske RNA. Vsaka stopnja življenjskega cikla RNA, vključno s 
sintezo, zorenjem, modifikacijo, transportom in degradacijo RNA je močno nadzorovana s 
številnimi proteini, ki se vežejo nanjo. To so tako imenovani RNA vezavni proteini (RBP) 
(Škalič, 2016).  
 
Izvedli smo vse potrebne korake, da smo pridobili izolirane proteine DnaK, YjgF, HU in 
Pnp in celokupno človeško RNA. Protein Pnp smo iz Ni-NTA agaroze očistili s pufrom za 
spiranje. Frakcije čiščenja s pufrom za spiranje nismo shranili. Koncentracija imidazola, ki 
je izprala protein, je bila nižja kot pri ostalih proteinih. To je odvisno od oligomernega 
stanja proteina in dostopnosti polihistidinskega repka za vezavo. Metodo izolacije bi 
morali prilagoditi vsakemu proteinu posebej.  
 
Sestavili smo metodo, s katero smo želeli dokazati vezavo RNA in proteina. Sama ideja je 
temeljila na predhodni vezavi proteina na Ni-NTA agarozo, nato smo dodali RNA, 
odstranili nespecifično vezano RNA in na koncu z elucijskim pufrom za izolacijo RNA 
izprali vezano RNA, katere zaporedje smo poskusili identificirati (Marchese in sod., 2016). 
Pred izvajanjem poizkusa bi se morali pozanimati, v kakšni konformacijski obliki se 
nahajajo proteini in ali oblika proteina omogoča vezavo RNA na vezavno mesto. Prav tako 
bi lahko že prisotnost molekul RNA vplivala na vezavo proteina na Ni-NTA agarozo. 
Protein bi lahko ob tem spremenil konformacijo in zakril polihistidinski repek, kar bi 
onemogočilo vezavo proteina na Ni-NTA agarozo. Prepis vezanih molekul RNA v 
molekule cDNA nam ni uspel, verjetno zaradi nizke koncentracije in nestabilnosti molekul 
RNA. Zaključimo lahko, da s to metodo nismo dokazali vezave RNA na proteine.  
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Za merjenje triptofanske fluorescence smo uporabili protein DnaK (Yang in sod., 2015). 
Protein DnaK vsebuje en aminoksilinski ostanek triptofan, Trp102. Nahaja se v β-verigi 
NBD ATPazne domene. Naši rezultati nakazujejo na interakcijo proteina DnaK z 
molekulami RNA. Spekter fluorescence triptofana je pomaknjen nekoliko desno, kot smo 
pričakovali, z vrhom pri 380-390 nm. Na to lahko vpliva konformacijska oblika proteina. Z 
večanjem količine dodane RNA se viša tudi intenziteta fluorescence. Iz dobljenih 
rezultatov predvidevamo, da RNA povzroči spremembo konformacije proteina DnaK, 
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